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Biopesticide comprenant une composition 
riche en polysulfures de diallyle 



5 

La presente invention est relative k des compositions k base de polysulfures de 
diallyle, et de biopesticides comprenant ces compositions. L'invention est aussi relative 
k l'utilisation de biopesticides k base de ces compositions riches en polysulfures de 
diallyle pour leur activity insecticide efficace vis-k-vis d'un grand nombre d'insectes. 
10 L' invention est 6galement relative au proc6d6 d'obtention de ces 

compositions. 

Les composes secondaires des plantes sont r6put6s depuis Pantiquit6 pour 
leurs propri6t6s pharmacologiques et l'homme s'int&resse depuis des decennies k leurs 

15 propri&es biologiques. 

Parmi ces plantes, Tail est Tune des plus 6tudi6es et des plus utilisees pour ses 
di verses propri&Ss antibact6riennes, antimycotiques, mais egalement pour son action 
positive sur la diminution du cholesterol, P inhibition de Pagr6gation plaquettaire ou 
P amelioration de Pactivite fibrinolytique (Monographie de Pail, Commission E -1998). 

20 Cette diversity d'activites est directement li6e k la diversity des molecules 

soufr6es (actifs) qui sont obtenues lors de la constitution et la degradation de molecules 
pr6curseurs telles que le y-glutamyl-cyst&ne et Palliine (molecules que Pon trouve 
dans Pail). L' action antibact6rienne observ^e est par exemple H6e k Pallicine issue de 
la transformation enzymatique de Palliine (CavalUto et al 1944). 

25 L'int6r§t phytosanitaire des molecules soufr^es et plus particulterement celles 

de Pail a Egalement 6t6 6tudi6e (Auger 2001). Des cas d'effets antiapp6tents et rSpulsifs 
ont 6t6 observes par exemple sur Epilachna varivestis oil des extraits d'ail r£duisent 
significativement le taux de ponte des f emelles de psylle du pokier Cocopsylla pyricola 
(Weissling et al. 1997). 

30 De plus, divers ordres d'insectes sont sensibles aux effets insecticides des 

allium. Cest le cas de la mouche blanche des serres Bemisia argentifolii y dont les oeufs, 
les nymphes et les adultes sont sensibles k la pr6sence de divers extraits d'ail (Flint et 
al. 1995). 
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Auger et ses collaborateurs ont montr6 que les insectes soumis k une 
fumigation ne pr&entent pas tous la meme sensibility aux molecules soufrees. lis ont 
calcule des concentrations 16tales CL50 (concentration exprim6e en mg de produit/L air 
pour laquelle 50 % des insectes sont tu6s apres 24 h de traitement) sur des molecules 
5 pures pr6sentes dans Tail : le disulfure de diallyle (DAS2), le disulfure de dim6thyle 
(DMS2), le disulfure de dipropyle (DPS 2), le thiosulfinate de dim6thyle (TiM2), 
l'allicine (TiA2) (Auger et al 2002, 2001 ; Huignard et al 1999). Les CL50 varient en 
fonction des insectes testes mais aussi en fonction du stade de d6veloppement de 
l'insecte (un adulte est g6n6ralement plus sensible qu'une larve, elle meme plus 
10 sensible que V ceuf). 

Le brevet EP 0 843 965 d6crit une Emulsion pesticide contenant un Smulsifiant 
6ventuellement assocte k des extraits d'ail. Cependant, il est settlement not6 que 
l'extrait d'ail est obtenu par une extraction k l'aide d'un solvant organique k partir de 
15 gousses fraiches et la composition des extraits utilises n'est pas d6crite. 

Le brevet EP 0 945 066 d6crit une composition k vocation pesticide, 
insecticide et/ou fongicide comprenant un extrait ou une huile d'ail en melange avec mi 
autre actif (huile essentielle, huile v6g6tale, min^rale ou animate...). Aucune 

20 composition precise des extraits d'ail utilises n'est cependant d6crite. 

Malgr6 l'int6ret phytosanitaire de Fail, tous les produits commerciaux k base 
d'ail connus (par ex., Garlic Barrier, Organomex Gard-S) sont pr6conis6s en tant 
qu' agent r6pulsif ou comme stimulateur de croissance. Aucun produit n'est k ce jour 
commercialism comme insecticide. La complexity de la chimie de Tail, H6e aux 

25 difficultes analytiques et industrielles pour obtenir des extraits d' ail standardises ay ant 
une composition parfaitement d£finie et reproductible, explique qu' aucun produit 
commercial de composition clairement 6tablie ne soit disponible en tant que bio- 
pesticide sur le march6 actuellement. 

30 La demanderesse a d^couvert une composition chimique spScifique et bien 

d6finie ayant une activity insecticide efficace vis-&-vis d'un grand nombre d'insectes et 
r6pondant aux conditions habituelles d' utilisation en milieu agricole (stability 
satisfaisante au stockage k temp6rature ambiante). 
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La demanderesse a ainsi mis au point des biopesticides comprenant une 
composition caract6ris6e par une teneur d£finie en polysulfures de diallyle, qui 
constitue 1' objet de r invention. 

5 

Un autre objet de Tinvention est constitu6 par l'utilisation de ces biopesticides 
pour lutter contre des ravageurs des denr6es agricoles et alimentaires ainsi que les 
ravageurs des bois et textiles. 

Un autre objet de Tinvention est constitu6 par l'utilisation de ces biopesticides 
10 pour lutter contre Tinfestation des humains et animaux par les insectes suceurs. 

Un autre objet de V invention est constitue par le proc6d6 de preparation d'une 
composition comportant ces caracteristiques. 

Un autre objet de Tinvention est constitue par des compositions caract6ris6es 
par une teneur d6finie en polysulfures de diallyle et la presence de y-glutamyl-S- 

15 allylcyst&ne. 

D'autres objets apparaitront & la lecture de la description et des exemples qui 

suivent. 

La presente invention a pour objet des biopesticides comprenant entre autres 
20 une composition caract£risee par le fait qu'elle contient du sulfure de diallyle (DAS), 
du disulfure de diallyle (DAS2), du trisulfure de diallyle (DAS3), du t&rasulfure de 
diallyle (DAS4) dont la somme en poids 6quivaut au moins k un milligramme par 
gramme de composition. 

Par DAS, on entend sulfure de diallyle, par DAS2, on entend disulfure de 
25 diallyle, par DAS3, on entend trisulfure de diallyle, par DAS4, on entend t&rasulfure 
de diallyle. 

De preference, au moins 50 % des DASn sont constitu6s de DAS2 et DAS3. 
Par DASn, on entend des polysulfures de diallyle. 

Les biopesticides comprenant la composition selon T invention peuvent 
30 comprendre un extrait d'ail. La composition comprise dans les biopesticides selon 
Tinvention peut comprendre 6galement du. Gluacs (Y-glutamyl-S-allylcyst6ine), de 

Tallicine ou de I'alliine 

La composition selon Tinvention peut etre d6pourvue d'allicine et/ou d'alliine. 



• 
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De preference, dans cet extrait d'ail, les composes soufr6s sont majoritaires. 
Par composes soufres, on entend polysulfures de diallyle (DASn), polysulfures d'allyle 
5 methyle (AMSn), polysulfures de dim6thyle (DMSn) dont le disulfure de dim6thyle 
(DMS2), polysulfures d'allyle propyle (APSn), polysulfures de methyle propyle 
(MPSn), polysulfures de dipropyle (DPSn) dont le disulfure de dipropyle (DPS2), , 
thiosulfmate de dimethyle (TiM2) et allicine (TiA2). 

De preference, les DASn repr6sentent plus de 50 % des composes soufres de 
10 r extrait d'ail. 

La pr£sente invention a egalement pour objet une composition caract6ris6e par 
le fait qu'elle contient du sulfure de diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du 
trisulfure de diallyle (DAS3), du t6trasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en 
poids equivaut au moins & un milligramme par gramme de composition et du Gluacs. 
15 Cette composition peut comprendre egalement de T allicine ou de Talliine. 

La composition selon 1' invention peut etre d6pourvue d' allicine et/ou d'alliine. 

Le biopesticide selon l'invention peut egalement comprendre des adjuvants de 
formulation tels que des huiles, 6mulsifiants et solvants divers pouvant par exemple 
20 faciliter l'application et ameiiorer l'efficacite du biopesticide par une meilleures fixation 
sur les feuilles. 

Des exemples d'adjuvants sont les huiles v6g6tales, propylene glycol, les 
epaississants comme par exemple la maltodextrine. 

Des exemples d'emulsifiants comprennent la lecithine ou les sucro-esters. Des 
25 exemples de solvant sont les alcools et notamment l f 6thanol, les c&ones et notamment 
la methyl ethyl c6tone, les Others dont le di6thytether. ' 

L'invention a egalement pour objet 1' utilisation du biopesticide pour lutter 
contre les ravageurs des denizes agricoles et alimentaires, et les ravageurs des bois et 
30 textiles. Ce biopesticide peut egalement etre utilise pour lutter contre l'infestation des 
humains et animaux par les poux ou autres insectes suceurs. 

Les compositions riches en DASn d£crites dans l'invention sont susceptibles 
d'etre obtenues par le proc£d6 de preparation suivant qui permet la preparation selective 
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d'une composition renfermant du DAS, du DAS2, du DAS3, du DAS4 dont la somme 
en poids 6quivaut au moins k un milligramme par gramme de composition k partir d'aiL 
Les extraits d'ail utilises dans la composition selon P invention sont obtenus 
par une extraction aqueuse k partir d'aulx frais. 

5 

Le proc6d6 de preparation d'une telle composition consiste k 

• broyer k chaud les aulx frais, 

• recup6rer les fractions volatiles, 

• presser le broyat en presence ou non d'eau k une temp6rature comprise entre 10 et 
10 60 °C, 

• filtrerle jus de Pail, 

• le concentrer sous vide k basse temperature (T < 60°C) jusqu'k obtenir une 
concentration adequate, generalement comprise entre 30 et 75 degres Brix. Le degr6 
Brix dont la mesure est effectu6e k l'aide d'un r6fractometre, est le poids en gramme 

15 de matieres seches contenu dans 100 grammes de produit.. 

• r6cuperer les fractions volatiles et les r6introduire dans les extraits pour obtenir la 
composition qui fait Pobjet de la prSsente invention. 

Dans certains cas, P activity enzymatique de Pail (notamment celle li6e k 
Palliinase) est inhib6e par un traitement thermique adequat appliqu6 avant P extraction. 
20 Une acidification permet aussi d'inhiber Pactivit6 enzymatique. II est 6galement 
possible d'utiliser des sulfites pour eviter les ph6nomenes d'oxydation lors du broyage 
au cours du d&oulement du proc6d6. 

Les diffdrentes conditions d' extraction sont maitrisees afin d' obtenir des 
compositions k base d' extraits d'ail pr6sentant des profils en compos6s soufrds et des 
25 compositions chimiques differentes, notamment en Y-glutamyl-S-allylcyst&ne (Gluacs), 

en allicine (TiA2) et en polysulfures de diallyle (DASn). 

Des variantes dans le proc6d6 prec6demment d6crit de preparation de la 
composition selon P invention ont conduit k des compositions num6rot6es « extrait 00 » 
30 k « extrait 05 ». 



Les exemples suivants illustrent l'invention sans la limiter aucunement. 
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Exemple 1 : Compositions selon rinvention et mol6cules utilises en 
comparison 

Les produits commerciaux connus k base d'ail ne revendiquent pas de 
5 propri6t6s pesticides k proprement parler. lis sont vendus en tant qu' agent r6pulsif ou 
stimulateurs de croissance. Parmi ceux-ci, la demanderesse a retenu l'Organomex 
Gard-S, le Garlic Barrier et le Garvitan. Deux molecules de reference, le DAS2 
(Aldrich) et Tallicine (TiA2 purifi6 par Mr Auger, University de Tours) sont 6galement 
utilis6es en comparaison. 

10 

La composition des extraits est d6terminee par HPLC sur une colonne 
SpherisorbODS2 (5/xm 4,6 x 250 mm) equip6e d'une pr6-colonne de 10 mm remplie de 
la meme phase stationnaire. Le gradient dilution est determine d'apres les travaux de 
Knoblock et Lawson (Knobloch et col. (1990) Planta .med. 56, 202-211, Lawson et al 
15 (1991) Planta Med. 57, 363-370). 

Un chromatogramme typique est pr6sent6 sur la figure jointe (figure 1) et la 
composition des diff6rents extraits est synth£tis6e dans le tableau suivant, la 
composition des difKrentes molecules &ant exprimee en mg/g d' extrait. 



Extrait 


Gluacs 


Alliine 


Allicine 


DAS 


DAS2 


DAS3 


DAS4 


DASn 


Extrait 00 


1.250 


7.550 


0 


0 


0. 


0 


0 


0 


Extrait 01 


6.854 


0 


0.000 


0.741 


1.898 


6.033 


1.375 


10.047 


Extrait 02 


7.027 


0 


0.000 


0.957 


3.964 


10.178 


1.473 


16.572 


Extrait 03 


5.870 


0 


0.000 


0.024 


0.134 


0.781 


0.226 


1.165 


Extrait 04 


0.000 


0 


0.000 


0.902 


3.737 


9.595 


1.389 


15.622 


Extrait 05 


0.000 


0 


0.391 


0.009 


0.023 


0.073 


0.000 


0.105 


Garlic 
Barrier 


0.000 


0 


0.000 


0.003 


0.007 


0.010 


0.002 


0.022 


Organomex 
Gard-S 


4.501 


0 


0.000 


0.011 


0.025 

• 


0.202 


0.055 


0.293 


Garvitan 


0.000 


0 


0.146 


0.000 


0.000 


0.000 


0.000 


0.000 



20 DASn = somme des concentrations en [DAS+DAS2+DAS3+DAS4] 



WO 2005/055713 PCT7FR2004/003173 



Les produits du commerce sont, en fonction de la molecule soufr6e consid6r€e, 
entre 2 et 1000 foismoins riches en composes soufr6s que les extraits 01 k 04 faisant 
l'objet de la pr&ente demande. 

5 Exemple 2 : Activit6 pesticide en espace clos des extraits 01 k 04 

L'activite pesticide des extraits est mesur6e en espace clos sur des insectes 
adultes. Chaque valeur repr6sente la moyenne de trois experiences faisant intervenir 
chacune 30 insectes repr6sentatifs de trois ordres d' insectes differents : 
10 - tepidoptere (La mite du vetement Tineola bisselliella), 

- isopt&re (le termite de Saintonge Reticulitermermes santonensis) et 

- coteoptere (la bruche du haricot Callosobruchus maculatus): 

La CL50 mesuree correspond k la concentration exprim6e en mg de produit / 
15 litre d'air pour laquelle 50% des insectes sont tu6s apres 24 h de traitement. 

Les r6sultats, repr6sent6s sur rhistogramme joint (figure 2), sont synthetics 
dans le tableau suivant : 



Extrait 


Mite 
CL50 (mg / 1) 


Termite 
CL50 (mg / 1) 


Bruche 
CL50 (mg / 1) 


Extrait 01 


1.62 


1.3 


24.96 


Extrait 02 


1.36 


1.83 


24.82 


Extrait 03 


2.43 


1.8 


25.96 


Extrait 04 


1.52 


2.12 


17.82 


Extrait 05 


13.20 


12.34 


NM 


Garlic Barrier 


67.4 


370.12 


242.82 


Organomex Gard-S 


50.65 


92.04 


NQ 


Garvitan 


23.32 


24.29 


NQ 


DAS2 


0.02 


NM 


0.5 


TiA2 


NM 


NM 


0.16 



NM = Non Mesur6 



20 NQ = Non Quantifiable du fait de 1' absence d' activity 



WO 2005/055713 PCT/FR2004/003173 

8 



Ainsi, les extraits d'ail 01 & 04 et les molecules de reference (DAS2 et TiA2) 
testes montrent une activit£ insecticide, les mol£cules de reference pr6sentant les 
efficacies les plus importantes. 

Les extraits d'ail selon T invention sont tr&s efficaces sur les trois sortes 

5 d' insectes testes avec des CL50 comprises entre 1.4 et 2.4 mg/L pour la mite, entre 1.3 
et 2.1 mg/L pour le termite, et entre 18.0 et 25.0 mg/L pour la bruche. Ces esp&ces 
d' insectes sont representatives d' insectes nuisibles d'int6ret economique, le termite 
6tant pr6judiciable au bois d'oeuvre, la bruche etant un ravageur des denrees stockees et 
la mite 6tant prejudiciable aux vStements et aux textiles. 

10 Les composes du commerce testes, Garlic Barrier, Organomex Gard-S et 

Garvitan, montrent tous des activity tres nettement inf6rieures aux extraits faisant 
l'objet de la pr6sente demande. Le Garlic Barrier, le seul efficace sur les 3 insectes 
testes, montre une efficacite entre 10 et 285 fois plus faible que les extraits 01 & 04. 

Les composes Organomex Gard S et Garvitan ne sont pas efficaces sur la 

15 bruche, ce qui peut etre explique par une plus grande resistance de ce coieoptere aux 
traitements phytosanitaires en general. 

Exemple 3 : Relations entre efficacite pesticide et composition chimique 

20 Les extraits riches en DASn ont montr6 une activity pesticide 61ev6e, 

beaucoup plus que l'extrait contenant de l'allicine. Or, de nombreux articles montrent 
que l'allicine est le compost le plus toxique pour la plupart des insectes, et que la 
toxicity des molecules de la plus toxique vers la moins toxique est : TiA2 (allicine) > 
TiM2 (thiosulfmate de dim6thyle) > DMS2 (disulfure de dimdthyle) > DAS2 > DPS2 

25 (disulfure de dipropyle) (Auger et Thibout, 2001 ; Auger et al., 2002 ; Auger et al., 
1999). H est g6neralement reconnu que les Ti (thiosulfinates) sont 10 k 100 fois plus 
toxiques que les DS (disulfides). 

Bien qu'il n'y ait que tres peu de travaux decrivant l'effet pesticide des DASn, 
T efficacite des extraits faisant l'objet de la demande peut Stre assoctee & leur richesse 

30 en DAS 3, le DAS3 etant connu pour Stre plus toxique que le DAS 2 (Nammour et al., 
1989). 

II est 6galement possible, dans une certaine mesure, de correier l'activite 
biopesticide des extraits selon T invention k la teneur en DASn. Ainsi en partant de 
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T activity du DAS2 de reference sur mite et bruche, on peut calculer T activity 
biopesticide th6orique que Ton obtiendrait en assimilant la concentration totale en 
DASn des extraits a du DAS2. Ce test n' a pas 6t6 r6alis6 sur termite. 

Les activit6 du DAS 2 sont de 0,02mg par litre et de 0,5 mg par litre pour 

5 obtenir la CL50 respectivement sur la mite et la bruche (voir tableau de 1' exemple 2). 
L'extrait 01 par exemple contient 10,047 mg de DASn par gramme d'extrait (d6termin6 
dans l'exemple 1). Si on assimile cette quantity de DASn k du DAS2, alors il faudrait 
l,99mg d' extrait pour obtenir une CL50 identique & celle obtenue avec le DAS2 de 
ref6rence. Or, les valeurs observes montrent que l,62mg d'extrait 01 par litre est 

10 suffisant pour atteindre la CL50. 

Les autres valeurs du tableau sont calcul6es sur le meme principe. 



Extrait 


Mite 


Mite 


Bruche 


Bruche 




CL50 (mg/1) 


CL50 (mg/1) 


CL50 (mg/1) 


CL50 (mg/1) 




calculee 


observee 


calculee 


observee 


Extrait 01 


1.99 


1.62 


49.77 


24.96 


Extrait 02 


1.21 


1.36 


30.17 


24.82 


Extrait 03 


17.17 


2.43 


429.18 


25.96 


Extrait 04 


1.28 


1.52 


32.01 


17.82 


Garlic Barrier 


909 


67.4 


22757 


242.82 


Organomex 


68 


50.65 


1706.5 


NQ 


Gard-S 










DAS2 


0.02 


0.02 


0.5 


0.5 



En regie gen6rale, on constate que Tactivit6 observee (inverse de la CL50) est 
15 16g£rement plus forte que T activity calcul6e, ce qui confirme Tefficacit6 sup6rieure des 
DAS3, voire DAS4, par rapport k celle du DAS2. Ceci est d'autant plus vrai que la 
teneur totale en DASn est faible comme dans le cas de 1' extrait 03 par exemple. Une 
teneur 61ev6e en DAS3 est done avantageuse au niveau de Tefficacit6 biopesticide de 
l'extrait selon Tinvention. 
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Les produits du march6 Garlic Barrier et Organomex Gard S renferment trop 
peu de DASn pour montrer une efficacit6 satisfaisante, et on constate meme un effet 
seuil puisque T Organomex n'agit pas sur la bruche quelque soit son dosage. 

Le Garvitan ou 1' extrait 05, relativement riches en allicine, pr6sentent une 
5 activity faible. Le principal inconvenient de ce produit est la faible stabilit6 de l'allicine 
k temperature ambiante (conditions de stockage commun6ment utilises en agriculture). 
Le fournisseur du Garvitan pr6conise une conservation de cet extrait k + 4 °C avec une 
DLUO (date limite d' utilisation optimale) de 6 mois. 

9 

4 

10 En conclusion, les produits disponibles sur le march6 ne sont pas vendus en 

tant que pesticides. lis sont pauvres en allicine et en DASn, et en tout cas, trop pauvres 
pour montrer une activity satisfaisante. 

Exemple 4 : Activity pesticide sur aleurod es par pulverisation 

15 

L'activit6 r6pulsive et 16tale de 1' extrait 01 vis-a-vis des mouches blanches 
Trialeurodes vaporarium (adultes fournies par la soci6t6 Biobest) est mesur6e sur des 
plants de tomate de 15 cm de haut dans une tour de Potter en conditions contr616es 
(temperature 21 °C, humidity relative 70 %). 
20 Les larves utilis6es sont obtenues en installant des adultes sur des pieds de 

tomate non trait6s. 

Les modalites testees sont les suivantes : 



Modalit6 


Produit actif 

* 

(L/ha) 


ContrSle (eau distillee) 


0 


Extrait d'ail 01 


2 


Extrait d'ail 01 


3 


Extrait d'ail 01 


4 


R6f6rence toxique : Applaud 
(produit commercial) 


0.3 



25 Chaque modality comporte 4 r6p6titions comprenant 10 & 25 adultes. 
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Les differents produits actifs sont dilu6s au demi dans un diluant ad6quat. 
L' applaud, pesticide de synthese commercialis6 par la society Calliope et utilis6 ici 
comme r6f6rence n'est pas dilu6 car d6jk pret k Temploi. Les tests de repulsions sont 
men6s par pulverisation sur les feuilles avant introduction des adultes, les tests de 
5 mortality sont men6s apres une seule pulverisation sur les feuilles infest6es par les 
aleurodes. 

Les 6tudes ont 6t6 effectives h. l'aide d'un logiciel statistique - ITCF (Institut, 
Technique des C6r£ales et Fourrages de Paris). 

10 Les rSsultats de T analyse statistique mettent en Evidence le fait que F extrait 01 

a un effet r6pulsif sur les femelles h. partir de la dose de 3 L/ha occasionnant une 
reduction significative de la f£condit6 des femelles une semaine apr&s leur installation : 



Modalit6 


Nombre de femelles 


Fecondit6 


Groupes 




(somme des 


(nombre moyen 


homogenes (test de 




differentes 


d'ceufs pondus / 


Newman-Keuls au 




repetitions) 


femelles) 


seuil de 5%) 


T6moin 


100 


22 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


67 


15 


AB 


Extrait 01 a 3 L/ha 


190 


11 


BC 


Extrait 01 a 4 L/ha 


115 


6 


BC 


Applaud a 0.3 L/ha 


42 


14 


C 



15 

L'extrait 01, des la dose de 2 L/ha, a aussi un effet significatif sur la mortality 
des jeunes larves. A la dose de 4 L/ha, Fefficacit6 est identique a celle de 1' Applaud a 
0.3 L/ha : 

20 



Modalit6 


Mortalite mesur6e 


Mortalit6 


Groupes homog&nes 




(% de larves mortes 


transform^ 


(test de Newman- 




/ larves totales) 




Keuls au seuil de 5 








%) 
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Temoin 


0 


0 


A 


ExtraitOl a 2 L/ha 


26.6 


27.0 


B 


Extrait 01 a 3 L/ha 


55.6 


48.2 


BC 


Extrait 01 a 4 L/ha 


80.0 


67.2 


C 


Applaud a 0.3 L/ha 


78.4 


67.7 


C 



L'extrait 01 a un effet encore plus important sur les larves les plus &g£es 
(larves au stade L3-L4). Des la plus faible dose (2 L/ha), les rSsultats obtenus mettent 
en Evidence une efficacit6 comparable, voire sup6rieure k celle de la r6f6rence : 

5 



Modalite 


Mortality mesur6e 
(% de larves mortes 
/ larves totales) 


Mortality 
transformed 


Groupes homogenes 
(test de Newman- 
Keuls au seuil de 5 
%) 


Temoin 


0 


0 


A 


ExtraitOl a 2 L/ha 


92.8 


73.8 


B 


ExtraitOl a 3 L/ha 


100 


90.0 


C 


ExtraitOl a 4 L/ha 


98.6 


85.4 


C 


Applaud a 0.3 L/ha 


93.6 


75.7 


B 



L'analyse de la mortality des jeunes larves (analyse sur 355 larves) & l'aide 
d'un logiciel d' analyse probit permet de determiner une DL50 (dose occasionnant 50 % 
de mortality) pour l'extrait 01 de 2.64 L/ha, avec une fourchette comprise entre 2.34 et 
10 2.87 L/ha. 

L'extrait 01 est done trds actif sur les larves d'aleurode pour lesquelles un effet 
dose a pu §tre mis en Evidence. Cet extrait est d'ailleurs plus efficace sur les larves 
ag£es que sur les jeunes, avec une efficacit6 comparable k celle de 1' Applaud des 2 
L/ha sur les larves ag6es et d&s 4 L/ha sur les larves jeunes. 

15 

Exemple 5 : Activity pesticide sur pucerons 

La mSme 6tude que pr6c6demment est conduite aux memes dosages sur les 
pucerons des c6r6ales Rhopalosiphwn padi sur des plants de b!6 de 15 cm de haut (15 & 
20 50 pucerons par modalit6 et par essai). 
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Le produit commercial de reference est le Decis CE, pesticide de synthese 
dos6 a 0.12 kg / ha. 



Modality 


Mortality mesuree 
(% de pucerons 
morts) 


Mortality 
transformee 


Groupes homogenes 
(test de Newman- 
Keuls au seuil de 5 
%) 


Temoin 


2.44 


7.25 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


4.34 


8.06 


A 


Extrait 01 a 3 L/ha 


4.34 


11.51 


A 


Extrait 01 a 4 L/ha 


12.14 


20.96 


B 


Decis a 0.12 kg /ha 


92.18 


74.06 


C 



5 L'extrait 01 se montre actif contre les pucerons mais k des dosages beaucoup plus 

61ev6s que le produit de r6f6rence. 



Exemple 6 : Activity pesticide sur araign6e rouge 

♦ 

10 La meme 6tude que celle decrite dans T exemple 4 est menee aux memes 

dosages sur l'araign6e rouge Panonychus ulmi mise en test sur des feuilles de 
pommiers maintenues en survie sur du papier filtre avec une bande de coton sur le 
petiole. L'aire d' exposition aux produits de traitement est delimits sur les feuilles & 
' Taide d'une barri^re de glue. 

15 Le produit de traitement de r6f6rence est le Kelthane, pesticide de synthese, au 

dosage de 1 L/ha. 



Test sur des adultes : 



Modalit6 


Mortality sur acariens adultes 
(% de pucerons morts) 


Groupes homogenes (test de 
Newman-Keuls au seuil de 5%) 


T6moin 


38 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


100 


B 


Extrait 01 a 3 L/ha 


100 


B 


Extrait 01 a 4 L/ha 


100 


B 


Kelthane a 1 L/ha 


100 


B 
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N.B. il n'est pas tenu compte des acariens englu6s dans la mortalite. 

L'extrait d'ail a un effet ties positif sur la mortalit6 des acariens adultes, et 
cela des le plus faible dosage : 

5 

Test sur des larves : 



Modality 


Mortality de larves 
jeunes 
(% de pucerons morts) 


Mortalite 
transform6e 


Groupes homogenes 
(test de Newman-Keuls 
au seuil de 5 %) 


Temoin 


0 


34.97 


A 


Extrait 01 a 2 L/ha 


100 


90 


B 


Extrait 01 a 3 L/ha 


100 


90 


B 


Extrait 01 a 4 L/ha 


100 


90 


B 


Kelthane a 1 L/ha 


100 


90 


B 



L'extrait Ola aussi un effet tr&s important sur la mortality de larves jeunes des 

le plus faible dosage : 

Ainsi, l'extrait 01 selon l'invention pr6sente un effet trbs significatif sur la 
10 mortality aussi bien sur les adultes que sur les larves de l'araign6e rouge. 



H est ainsi montre dans ces difffrents tests (exemple 4, 5 et 6) que l'extrait d'ail 
aux doses testes est aussi efficace que les produits de synthese qui sont les r€f Srences 
du march6. 

15 

Exemple 7 : activity p6diculicide sur les insectes suceurs 

* 

L'activit6 anti-poux de Y extrait d'ail 02 est mesuree in vitro. Les poux utilises 
sont les poux Pediculus humanus humanus 61ev6s en laboratoire et gorg6s de sang 
20 (61evage maintenu sur des lapins). 

Les poux sont immerg6s par lots de 5 individus dans 300 jiL d'eau distill6e 
(t6moin) ou dans 300 /iL de l'extrait d'ail dilu6 k 50 % P/P avec de l'eau (pour 6viter 
d' avoir une texture collante) dans des tubes Eppendorf. Apr^s une agitation manuelle 
de 5 secondes, le contenu de chaque tube est verse sur une rondelle de papier filtre de 5 
25 cm de diam&tre tapissant le fond d'une boite de P6tri. La boite est fenn6e et conserv6e k 
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temp6rature ambiante. H est note, pour chaque boite, le nombre de poux vivants ou 
morts en fonction du temps. 

Les poux sont fractionn6s en lots et chaque experience est men6e sur 5 poux. 
L'exp6rience est r6p6t6e 10 fois pour realiser la mesure sur un total de 50 poux pour 
5 chaque condition. Les r6sultats sont les suivants : 



Heures 


Pourcentage de poux morts en fonction du temps 




Temoin 


Extrait 02 dilue & 50 % en poids 


0 


0 


0 


1 


0 


12.0 


2 


0 


12.0 


3 


0 


12.0 


4 


0 


16.0 


5 


0 


18.0 


6 


0 


18.0 


7 


0 


18.0 


8 


0 


20.0 


9 


0 


24.0 


10 


3.0 


38.0 


24 


7.0 


74.0 



L' extrait 02 montre une activity pSdiculicide reelle, meme si le temps de 
contact n6cessaire entre poux et extrait est assez long. 

10 

Exemple 8 : Formulation d f un biopesticide selon rinvention pour lutter contre 
les coteoptferes 

15 Les pourcentages des diff 6rents compos6s sont en poids : 

- 50 % d'extrait d'ail contenant 0.7 mg de DAS / g d'extrait ;1.8 mg de DAS2 / g 
dextrait ; 5 mg de DAS 3 / g d'extrait et 1,3 mg de DAS4 / g d'extrait. 

- 45 % d'huile de tournesol 

- 5 % de 16cithine de tournesol 
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Cette formulation de biopesticide destin6e k lutter centre les col6opteres est 
utilis6e sous serre ou en plein champ k raison de 20 kilogrammes de composition 
pulv6risee par hectare apres dilution dans de Teau. 

5 
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REVINDICATIONS 

1. Utilisation comme biopesticide d'une composition comprenant du 
sulfure de diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du trisulfure de diallyle 
(DAS3), du tetrasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en poids est au moms 

5 de un milligramme par gramme de composition. 

2. Utilisation selon la revendication 1 pour lutter contre les ravageurs des 
denies agricoles et alimentaires, et les ravageurs des bois et textiles. 

3. Utilisation selon la revendication 1 pour lutter contre l'infestation des 
humains et animaux par les poux ou autres insectes suceurs. 

10 4. Biopesticide comprenant une composition caract6ris6e par le fait 

qu'elle renferme du sulfure de diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du 
trisulfure de diallyle (DAS3), du tetrasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en 
poids est au moins de un milligramme par gramme de composition et des 
adjuvants de formulation. 

15 5. Biopesticide selon la revendication 4, caract6ris6e par le fait qu'au 

moins 50 % des polysulfures de diallyle (DASn) sont constitu6s de DAS2 et 
DAS 3. 

6. Biopesticide selon Tune des revendications 4 ou 5, caracteris6e par le 
fait qu'elle comprend un extrait d'ail. 

20 7. Proc6d6 de preparation d'une composition renfermant du DAS, du 

DAS2, du DAS3, du DAS4 dont la somme en poids est au moins de un 
milligramme par gramme de composition comprenant les etapes de broyage i 
chaud de Tail et la recuperation subsequent des fractions volatiles, puis une etape 
de pressage de Tail suivie d'une etape de filtration de Tail press^e puis une etape 

25 de concentration sous vide et la recuperation subs6quente des fractions volatiles. 

8. Procede selon la revendication 7, comprenant une etape d'inhibition de 
1' activity enzymatique de Tail par un traitement thermique ad^quat appliqu6 avant 
T extraction. 

9. Proc6d6 selon la revendication 7, comprenant une 6tape d'inhibition de 
30 l'activite enzymatique de Tail par une acidification adequate. 

10. Procede selon l'une quelconque des revendications 7 £ 9, comprenant 
une etape d' utilisation de sulfites pour eviter les phenom^nes d'oxydation. 
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11. Composition renfermant du DAS, du DAS2, du DAS3, du DAS4 dont 
la somme en poids est au moins de un milligramme par gramme de composition et 
du gamma-glutamyl-S-allylcyst6ine (Gluacs) caract6ris6e par le fait qu'elle est 
susceptible d'etre obtenue par le proc6d6 tel que d6fini dans Tune quelconque des 

5 revendications 7 k 10. 

12. Composition caract6ris6e par le fait qu'elle renferme du sulfure de 
diallyle (DAS), du disulfure de diallyle (DAS2), du trisulfure de diallyle (DAS3), 
du t6trasulfure de diallyle (DAS4) dont la somme en poids est au moins de un 
milligramme par gramme de composition et qu'elle contient du Gluacs, 

10 13. Composition selon la revendication 12, caract6ris6e par le fait qu'au 

moins 50 % des polysulfures de diallyle (DASn) sont constitu6s de DAS2 et 
DAS3. 

14. Composition selon Tune des revendications 12 ou 13, caract6ris6e par 
le fait qu'elle comprend un extrait d' ail. 

15 15. Composition selon la revendication 14, caract6ris6e par le fait que les 

compos6s soufr6s constitu6s de polysulfures de diallyle (DASn), polysulfures 
d'allyle methyle (AMSn), polysulfures de dim6thyle (DMSn), polysulfures d'allyle 
propyle (APSn), polysulfures de methyle propyle (MPSn), polysulfures de 
dipropyle (DPSn), thiosulfinate de dimethyle (TiM2), allicine (TiA2) sont 

20 maj oritaires dans 1 ' extrait d* ail. 

16. Composition selon la revendication 14, caract6risee par le fait que les 
composes soufr6s constitu6s de polysulfures de diallyle (DASn), disulfure de 
dimethyle (DMS2), disulfure de dipropyle (DPS 2), thiosulfinate de dim&hyle 
(TiM2), allicine (TiA2) sont majoritaires dans T extrait d'ail. 

25 17. Composition selon la revendication 14, caract6ris6e par le fait que les 

DASn repr6sentent plus de 50 % des composes soufrSs de l'extrait d'ail. 

18. Composition selon la revendication 14, caract6ris£e par le fait qu'elle 
contient de 1' allicine. 

19. Composition selon la revendication 14, caract£ris6e par le fait qu'elle 
30 contient de l'alliine. 



